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1. 序  
真 核 生 物 の 核 は 遺 伝 情 報 を 格 納 す る 重 要 な 細 胞
小 器 官 で あ る 。 A型 ラ ミ ン *は 核 膜 内 面 に 局 在 す る V 
型 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 で 、重 合 し て 核 ラ
ミ ナ を 構 築 す る（ 図 1）。核 構 造 の 維 持 や 核 膜 孔 複 合
体 の 機 能 制 御 、ク ロ マ チ ン の 活 性・局 在 制 御 等 に 機
能 す る 多 機 能 素 子 で あ る 。 こ の 構 造 体 は 細 胞 分
裂 に 伴 い 崩 壊 ・ 再 構 築 を 繰 り 返 す ダ イ ナ ミ ッ ク
な シ ス テ ム で あ る 一 方 、そ の 変 異 に よ り 4つ の タ
イ プ に 大 別 さ れ る ラ ミ ン 病 （ ラ ミ ノ パ チ ー ）
* を 引 き 起 こ す 。ま た 核 膜 構 造 の 変 化 は 細 胞
の 癌 化 や 個 体 老 化 で も 認 め ら れ る た め 、細 胞
活 動 を 担 う 根 源 と し て の ラ ミ ン の 機 能 解 明
が ま す ま す 求 め ら れ て い る (図 2)。  
ヒ ト は LMNA、LMNB1、LMNB2 の ３ つ の
ラ ミ ン 遺 伝 子 に 起 因 す る 4 種 の ラ ミ ン タ ン
パ ク 質 か ら 構 成 さ れ る が（ Ａ 型 ラ ミ ン と Ｃ 型
ラ ミ ン は 共 通 の LMNA か ら alternative 
splicing で 発 現 す る ）、 ラ ミ ン 病 は 殆 ど が
LMNA 変 異 に 由 来 す る 。 こ れ ま で 400 以 上 の
LMNA変 異 が 報 告 さ れ て お り 、そ れ ら は 1３ 種 の
疾 病 に 分 類 さ れ る 。  
Ａ 型 ラ ミ ン は 664ア ミ ノ 酸 の プ レ ラ ミ ン と し て 発 現 し 、プ ロ テ ア ー ゼ に よ る
2段 階 切 除 を 受 け て 、18ア ミ ノ 酸 短 い 成 熟 ラ ミ ン に な る 。ハ ウ ス キ ー ピ ン グ と
し て 働 く A型 ラ ミ ン が 、な ぜ そ の よ う な 複 雑 な 成 熟 機 構 を 要 す る の か 、ま た そ
の 変 異 が 分 子 動 態 に 影 響 を 与 え て 、 な ぜ 多 様 な 表 現 型 疾 患 を 発 症 す る の か 等 、
統 合 的 な 理 解 は 不 十 分 で あ る 。  
 本 研 究 で は LMNAの 変 異 と タ ン パ ク 質 の 高 次 構 造 、疾 病 表 現 系 の 関 係 を 明
ら か に す る こ と を 目 的 に 、 生 化 学 及 び 生 物 物 理 的 手 法 を 用 い て ラ ミ ン タ ン パ
ク 質 の 機 能 解 析 を 行 っ た 。ラ ミ ン 病 の 中 で も 症 例 報 告 数 の 多 い 、エ メ リ ー 型 筋
ジ ス ト ロ フ ィ ー（ EDMD ：Emery–Dreifuss muscular dystrophy）と 家 族 性 部
分 型 リ ポ ジ ス ト ロ フ ィ ー （ FPLD： familial partial lipodystrophy） に つ い て 、
A型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 の C末 端 領 域 に 位 置 す る immunoglobulin-like domain
（ Ig-domain*タ ン パ ク 質 ) の 変 異 に 着 目 し て 研 究 を 行 っ た 。  
Structure of lamin A 











2. 実験手法  
タンパク質発現および精製  
Ig-domain タ ン パ ク 質 は BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL で 発 現 し 、 Ni-NTA 
agarose (QIAGEN) で ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 の 後 、 Superdex 200 Increase (GE 
Healthcare)を 用 い て ゲ ル 濾 過 精 製 を 行 っ た 。ヒ ス チ ジ ン タ グ（ His-tag）は ス
ロ ン ビ ン を 用 い て 切 断 し た 。全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 は  BL21 (DE3) -RIPL
で 発 現 さ せ て 、Ig-domainタ ン パ ク 質 同 様 に 精 製 を 行 っ た が 、疎 水 性 が 高 い た
め 尿 素 変 性 環 境 下 で 精 製 を 行 い 、低 減 尿 素 法 で 巻 き 戻 し を 行 っ た 。ヒ ス チ ジ ン
タ グ （ His-tag） は TEVプ ロ テ ア ー ゼ を 用 い て 切 断 し た 。   
 
熱シフトアッセイ（TSA: thermal shift assay）* 
Ig-domain タ ン パ ク 質 及 び 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 20μ g に 対 し 、100× 
SYPRO Orange (Thermo Fisher)を 1μ l 加 え 、 Bio-Rad の CFX96 リ ア ル タ イ
ム PCR シ ス テ ム で 測 定 し た 。測 定 値 は  10 秒 ご と  (Ig-domain タ ン パ ク 質 )又
は 30 秒 ご と (全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 )に 0.5 °C ず つ 温 度 を 上 昇 さ せ 、
25 °C か ら  95 °C の 間 で 取 得 し た 。  
 
ゲルシフトアッセイ (EMSA: electrophoretic mobility shift assay)  
Ig-domain タ ン パ ク 質 1 μ g と 240 あ る い は 404 塩 基 対 の DNA 断 片 50 ng
を 混 合 し 、室 温 で 30 min 静 置 後 、2%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 で 分 離 し た 。ゲ
ル 中 の  DNA は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド で 染 色 し 、 GE Healthcare の LAS4000
で 測 定 し た 。  
 
核再構成実験  
ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 母 細 胞 抽 出 液 と 脂 質 混 合 液 10μ l に Ig-domain タ ン
パ ク 質 2 μ g と 、20× ATP 活 性 化 溶 液  (200 mM phosphocreatine, 1.6 mg/ml 
creatine phosphokinase, 20 mM ATP, 20 mM MgCl 2,  and 100 μ M EGTA)  1 
μ l、 及 び ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 精 巣 か ら 抽 出 し た 精 子 ク ロ マ チ ン を 添 加 し て 1
時 間 静 置 し 、 核 を 再 構 成 さ せ た 。 再 構 成 さ れ た 核 の DNA は 10 μ g/mL 4',6-
Diamidino-2-phenylindole (DAPI) で 検 出 し 、 核 膜 は 2.5 μ g/mL 3, 3’-
dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6)に よ り 可 視 化 し た 。
4 
 
3.結果   
1) ラミン病発症に関するするＡ型ラミン Ig-domain タンパク質の物理化学
的研究  
初 め に 熱 シ フ ト ア ッ セ イ を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 の 熱 安
定 性 を 比 較 し た 。 本 法 で は 熱 変 性 に よ り 露 出 し た タ ン パ
ク 質 内 部 の 疎 水 性 残 基 へ の 色 素（ SYPRO Orange）の 吸 着
を 経 時 的 に 検 出 す る 。 EDMD の 中 で 最 も 報 告 数 が 多 い
R453W 変 異 体 と 野 生 型 タ ン パ ク 質 を 用 い て 比 較 し た と こ
ろ 、R453W 変 異 体 の 融 解 温 度 (Tm)は 45.4℃ で あ り 、野 生
型 の 融 解 温 度（ 64.4℃ ）を 大 き く 下 回 っ て い る こ と が 示 さ
れ た (図 ３ )。  
さ ら に R453W 変 異 体 の 構 造 不 安 定 性 を 検 証 す る た め
に 、 円 偏 光 二 色 性 （ CD） ス ペ ク ト ル 解 析 を 行 っ た 。 Ig-
domain タ ン パ ク 質 は β -sheet 構 造 を 持 ち 、 R453W 変 異
体 と 野 生 型 タ ン パ ク 質 の い ず れ に お い て も 215nm 付 近 に
β -sheet 特 有 の 負 の ピ ー ク が 確 認 で き た 。 し か し 低 濃 度
（ 1M）の 尿 素 を 添 加 す る と 、R453W 変 異 体 の ス ペ ク ト ル
で は 200nm 付 近 に ラ ン ダ ム コ イ ル に 特 徴 的 な 負 の ピ ー ク
が 認 め ら れ た (図 4)。 こ れ は R453W 構 造 が ア ン フ ォ ー ル ド 状 態 に な っ た こ と
を 示 し て い る と 考 え ら れ た 。ま た 、低 濃 度 尿 素 存 在 下 で SYPR Orange の タ ン
パ ク 質 へ の 取 り 込 み を 比 較 し た と こ ろ 、 0.5M に お い て R453W 変 異 体 で は 野
生 型 と 比 べ て 2.1 倍 か ら 2.4 倍 の 蛍 光 強 度 の 増 大 が 確 認 さ れ た（ デ ー タ は 示 し
て い な い ）。 以 上 の こ と か ら R453W 変 異 体 タ ン パ ク 質 は 野 生 型 に 較 べ 、 構 造
学 的 安 定 性 が 低 い こ と を 確 認 し た 。  
R453W 変 異 体 の 構 造 不 安 定 性 が 、 他 の ラ ミ ン 病 タ ン パ ク 質 に も 当 て は ま る
の か 否 か を 確 認 す る た め に 、3 種 の EDMD、8 種 の FPLD、1 種 の LGMD(limb-
girdle muscular dystrophy: 肢 帯 型 筋 ジ
ス ト ロ フ ィ ー ) 、 4 種 の MAD 
(mandibuloacral dysplasia: 下 顎 骨 異 形
成 )の 変 異 タ ン パ ク 質（ 合 計 16 種 ）を 作 成
し 、熱 シ フ ト ア ッ セ イ を 行 な っ た 。そ の 結
果 、 い ず れ の EDMD 変 異 体 も 低 い Tm を
持 つ こ と が 明 ら か に な っ た (図 5)。 他 の 疾
病 タ イ プ の 中 に も 、LGMD と MAD の 一 部 に
引用：Mio et al., BBRC, 2019 
図 4.  野生型および R453Wの CDスペ
クトル。1M 尿素添加により、R453W に
ランダムコイル由来の大きなピークが
発生した。 引用：Mio et al., BBRC, 2019 
引用：Mio et al., BBRC, 2019 
図 3. 野生型および R453Wの熱シフト
アッセイ。R453W変異導入で Tm値が低
下した。 
図 5. 疾病タイプと熱シフトアッセイ 




は Tm の 低 下 が 認 め ら れ た が 、FPLD 変 異 体 は い ず れ も Tm の 低 下 は 見 ら れ な
か っ た 。  
 以 上 の 結 果 か ら 、EDMD 発 症 に 関 連 す る Ig-domain タ ン パ ク 質 は 共 通 し て 、
構 造 安 定 性 が 低 い こ と が 確 認 さ れ た 。一 方 、FPLD 変 異 体 は 野 生 型 同 等 の 安 定
性 を 示 し た 。 ラ ミ ン 病 は 変 異 の 位 置 や 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 種 類 に よ っ て 異
な る 表 現 系 疾 病 を 発 症 す る こ と が 知 ら れ て い る が 、 疾 病 の 種 類 は タ ン パ ク 質
の 構 造 安 定 性 と 深 く 関 連 し て い る こ と を 確 認 し た 。  
 
2) 全長ラミンを用いたラミン病発症に関する研究  
Ａ 型 ラ ミ ン は コ イ ル ド コ イ ル 重 合 し た 二 量 体 構 造 を 基 本 と し 、そ れ ら が さ ら
に 自 己 重 合 し て 核 ラ ミ ナ を 構 築 す る 。Ig-domain 領 域 に 生 じ た 変 異 が 、ラ ミ ン
の 高 次 構 造 に 与 え る 影 響 を 明 ら か に す る た め に 、 全 長 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 を 用
い た 構 造 学 的 研 究 を 行 な っ た 。  
ま ず 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質
を 用 い て 熱 シ フ ト ア ッ セ イ を 行 っ
た 。 野 生 型 及 び FPLD 変 異 で あ る
G465D で は Tm が 共 に Ig-domain
タ ン パ ク 質 を 用 い た 測 定 値 と 同 等
の 63.5℃ で あ っ た 。一 方 で 、EDMD
変 異 で あ る R453W 及 び L530P の
Tm は 59.0℃ 及 び 61.0℃ を 示 し 、野
生 型 タ ン パ ク 質 の Tm よ り 2℃ か ら
３ ℃ 低 下 し た (図 6A,B)。 こ の 値 は Ig-
domain タ ン パ ク 質 を 用 い た 時 の 低 下
よ り 小 さ か っ た が 、 Ig-domain 領 域 の
両 端 が 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 に 固 定 さ れ て い る た め と 考 え ら れ た 。 Ig-
domain 領 域 の 変 異 が 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 の 高 次 構 造 に も 影 響 を 及 ぼ す
こ と が 確 認 さ れ た 。  
次 に ラ ミ ン 分 子 間 の 相 互 作 用 測 定 を 目 的 に 、 コ ー ン -プ レ ー ト 型 粘 度 計 を 用
い て 、全 長 Ａ 型 ラ ミ ン タ ン パ ク 質 の 粘 度 測 定 を 行 っ た 。Ａ 型 ラ ミ ン は 塩 濃 度 に
応 じ て 様 々 な 重 合 様 態 を 呈 す る 。 ま ず 高 塩 濃 度 に 調 整 し た 500mMNaCl 緩 衝
液 に よ り 、ダ イ マ ー 安 定 状 態 で の 粘 度 を 測 定 し た と こ ろ 、野 生 型 と 変 異 タ ン パ
ク 質 と の 間 に は 有 意 な 差 が 認 め ら れ な か っ た 。し か し 65℃ 10 分 の 加 熱 処 理 を
施 し た と こ ろ 、熱 安 定 性 の 低 い R453W と L530P(EDMD 変 異 体 )で 有 意 に 粘 度
が 低 下 し た (図 6C)。ま た ラ ミ ン 重 合 条 件 下 の 150mMNaCl で も EDMD 変 異 体
引用：Mio et al., BBRC, 2019 
図 6. 全長ラミン Aを用いた解析結果： EDMD変異体は、野生型





の 粘 度 低 下 が 確 認 さ れ た (図 6D)。こ れ は EDMD 変 異 体 タ ン パ ク 質 の 自 己 重 合
能 力 が 、 野 生 型 と 較 べ て 低 下 し て い る た め と 考 え ら れ た 。  
さ ら に 、 重 合 状 態 を 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 を 用
い て 観 察 し た 。 野 生 型 の 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン は
24nm 間 隔 の 縞 模 様 を 持 つ パ ラ ク リ ス タ ル 構
造 を 示 す 。FPLD 変 異 体 の G465D で は 野 生 型
と 同 様 の パ ラ ク リ ス タ ル が 観 察 さ れ た が 、
EDMD 変 異 体 の R453W 及 び L530P は 明 瞭 な
縞 模 様 を 示 さ ず 、 不 規 則 な 凝 集 体 が 観 察 さ れ た 。  
 以 上 の 結 果 か ら 、 EDMD 変 異 ラ ミ ン は 熱 安 定 性 が 低 く 、 ま た 粘 度 の 低 下 や
高 次 構 造 の 形 成 不 全 が 見 ら れ る こ と を 確 認 し た 。  
 
3) Ａ型ラミンと DNA の相互作用に関する研
究  
ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ (EMSA: 
electrophoretic mobility shift assay) を 用
い て 、Ａ 型 ラ ミ ン と DNA 相 互 作 用 解 析 を 行
っ た 。  
ま ず 全 長 タ ン パ ク 質 と 、C 末 端 を 欠 損 さ せ
た タ ン パ ク 質 を 用 い た 実 験 で は 全 長 タ ン パ
ク 質 で の み DNA 移 動 度 の シ フ ト が 認 め ら れ
た こ と か ら 、DNA 結 合 の 責 任 領 域 は C 端 Ig-
domain で あ る こ と を 確 認 し た (図 8A)。   
そ こ で 各 種 疾 患 Ig-domain タ ン パ ク 質 を
用 い て EMSA を 行 い 、DNA 結 合 度 を 比 較 し
た と こ ろ 、 FPLD 変 異 体 タ ン パ ク 質 は DNA
結 合 機 能 を 失 っ て い る こ と を 見 出 し た 。 一
方 で 、EDMD、LGMD、MAD 変 異 体 に は 共
通 し た 特 徴 は 見 ら れ な か っ た (図 8B)。  
FPLD 変 異 体 の 多 く に 正 電 荷 の 消 去 、 あ
る い は 負 電 荷 の 付 加 が 認 め ら れ る 。 そ こ で
Ig-domain 内 で の DNA 結 合 領 域 を 探 索 す る た め に 、 配 列 内 に 存 在 す る 塩 基 性
ア ミ ノ 酸 14 種 を ア ラ ニ ン に 置 換 し て 、EMSA を 行 っ た (図 8C)。そ の 結 果 を 元
に Ig-domain タ ン パ ク 質 分 子 表 面 に プ ロ ッ ト を 行 っ た 。 DNA 結 合 に 大 き く 影
響 す る ア ミ ノ 酸 は 、 分 子 表 面 の 突 出 し た 領 域 に 集 中 し て 存 在 し て い る 一 方 、
引用：Mio et al., BBRC, 2019 
引用：Mio et al., BBRC, 2019 
図 7. 全長ラミン A のパラクリスタル：WT,G465
は正常な縞模様が観察されたが、EDMD変異体では
重合不良が見られる。bar=100nm 
図 8. Ig-domainの DNA結合 
A: 全長ラミンと C 末欠損ラミンを用いたゲルシフトアッセ
イ。DNAのみのバンド(1,4),全長ラミン Aとの結合(2,5),C
末端欠損ラミン A との結合(3,6)。C 末端が欠損すると DNA
は結合しない。 
B: Ig-domain の EMSA。FPLD 変異体は DNA 結合能力を失って
いた。 





DNA 結 合 に 影 響 の 低 い ア ミ ノ 酸 は 、そ れ ら と は 反 対 面 に 配 置 さ れ て お り 、DNA
結 合 に 重 要 な 領 域 を 明 示 す る こ と が で き た 。 (図 8D)。  
 
4) 核膜再構成における Ig-domain タンパク質の作用  
Ig-domain タ ン パ ク 質 が 核 膜 構 造 に 与 え る 影 響 を
明 ら か に す る た め に 、ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 抽 出 液 を
用 い た 無 細 胞 核 再 構 成 実 験 を 行 っ た 。核 再 構 成 反 応 中
に 野 生 型 及 び 変 異 体 Ig-domain タ ン パ ク 質 を 添 加 し 、
核 膜 形 成 へ の 影 響 を 検 証 し た 。Ig-domain を 添 加 し な
い コ ン ト ロ ー ル で は DNA の 周 囲 に 輪 状 に 脂 質 成 分 の
蓄 積 が 認 め ら れ 、核 膜 構 造 が 正 常 に 形 成 さ れ て い る こ
と が 確 認 で き た 。 野 生 型 と FPLD 変 異 体 (G465D, 
R482W) の 添 加 に よ り 核 膜 の 形 成 は 抑 制 さ れ た が 、
R453W の Ig-domain タ ン パ ク 質 の 添 加 で は コ ン ト ロ
ー ル と 同 様 の 核 膜 形 成 が 確 認 さ れ た (図 9)。  
 野 生 型 及 び FPLD 変 異 体 Ig-domain タ ン パ ク 質 の
過 剰 投 与 に よ り 、何 ら か の 核 膜 構 成 成 分 と の 相 互 作 用
が 起 こ り 高 次 構 造 へ の 重 合 が 阻 害 さ れ た と 考 え ら れ
る 。一 方 で EDMD 変 異 体 Ig-domain タ ン パ ク 質 の 添
加 は 核 膜 形 成 に 影 響 を 与 え て お ら ず 、 タ ン パ ク 質 相
互 作 用 へ の 機 能 不 全 が 示 唆 さ れ た 。  
 
4.討論  
ラ ミ ン 病 は そ の 表 現 型 に 応 じ て 、 筋 疾 患 、 脂 質 異 常 、 骨 形 成 異 常 、 早 老 症 の
4 つ に 大 別 さ れ る 。 こ れ ら の 症 例 の 中 に は 、 心 筋 梗 塞 や 動 脈 硬 化 等 、 正 常 な 老
化 に 伴 う 兆 候 と も 類 似 の 傾 向 が 存 在 す る こ と か ら 、 Ａ 型 ラ ミ ン の 分 子 生 物 学 的
理 解 は す べ て の 人 々 、す べ て の 生 命 に 関 わ る 重 要 な テ ー マ で あ る と 考 え ら れ る 。 
本 研 究 で は 、ラ ミ ン 病 に 関 連 す る Ａ 型 ラ ミ ン  Ig-domain タ ン パ ク 質 の 生 物 物
理 学 的 な 性 質 に 着 目 し た 。 熱 安 定 性 お よ び 化 学 的 安 定 性 、 電 子 顕 微 鏡 観 察 、 核
再 構 成 い ず れ の 実 験 に お い て も 、EDMD 変 異 体 が 変 異 に よ る 影 響 を 受 け や す い
こ と を 示 し て い た 。 一 方 、 FPLD 変 異 体 で は DNA 結 合 の 低 下 が 認 め ら れ た 。
EDMD 変 異 体 で は 、タ ン パ ク 精 製 の 過 程 で は 変 性 に よ る 凝 集 を お こ し や す く 困
難 を 来 し た が 、 こ の こ と は CD ス ペ ク ト ル 解 析 に よ る ラ ン ダ ム コ イ ル の ピ ー ク
引用：Mio et al., BBRC, 2019 





検 出 に よ っ て も 裏 付 け ら れ る 。  
共 同 研 究 者 の 林 ら は 、 EDMD 変 異 を 持 つ Ig-domain タ ン パ ク 質 は 共 通 し て
458 位 セ リ ン が Akt1 に よ り 異 所 的 リ ン 酸 化 を 受 け る こ と を 報 告 し て い る 。 今
回 の 研 究 で 示 さ れ た EDMD 変 異 タ ン パ ク 質 の 構 造 不 安 定 性 に よ り 、通 常 で は 起
こ り え な い Akt1 の 反 応 が 誘 導 さ れ た 可 能 性 が 考 え ら れ る 。 同 様 に 他 の 核 膜 タ
ン パ ク 質 群 や DNA と の 相 互 作 用 も 構 造 的 不 安 定 性 の 影 響 を 受 け る こ と が 考 え
ら れ る 。  
ラ ミ ン 病 に お い て は 、 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 に 応 じ て 全 く 別 の 疾 病 を 発 症 す る
こ と が あ る 。今 回 の 研 究 で は 527 位 ア ル ギ ニ ン が プ ロ リ ン に 変 異 し た 場 合 に は
EDMD を 、 ヒ ス チ ジ ン ・ シ ス テ イ ン に 変 異 し た 場 合 に は MAD を 発 症 す る 。 興
味 深 い こ と に 、TSA 測 定 時 の Tm は R527P の み が 下 降 し 、疾 病 分 類 と 合 致 す る
結 果 を 得 た 。  
以 前 報 告 さ れ て い る ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル の ラ ミ ン B を 用 い た Ig-domain 評
価 実 験 に 従 い 、核 膜 再 構 成 に お け る Ａ 型 ラ ミ ン  Ig-domain タ ン パ ク 質 の 機 能 を
検 証 し た 。野 生 型 及 び FPLD 変 異 体 Ig-domain タ ン パ ク 質 の 添 加 で は 核 膜 再 構
成 を 阻 害 す る こ と を 示 し た 。 FPLD 変 異 体 で は 野 生 型 に は 見 ら れ な い 異 形 を 呈
す る も の も 散 見 さ れ た こ と か ら 、 FPLD 変 異 体 に は 核 膜 再 構 成 に 係 る ク ロ マ チ
ン と の 相 互 作 用 に 何 ら か の 機 能 が 残 っ て い る の か 、 今 後 明 ら か に し て い く 課 題
で あ る 。  
本 研 究 に お い て 、Ａ 型 ラ ミ ン Ig-domain タ ン パ ク 質 の 物 理 化 学 的 性 質 の 多 く
が 、 ラ ミ ン 病 の 表 現 型 に 影 響 を 与 え る こ と を 示 し た 。 即 ち 、 熱 安 定 性 に 乏 し い
EDMD 変 異 Ig-domain は 高 次 構 造 形 成 に 影 響 を 及 ぼ し 、重 合 異 常 や 粘 度 の 低 下
を 引 き 起 し 、 一 方 で FPLD 変 異 Ig-domain は DNA 結 合 機 能 を 喪 失 し て い た 。
ラ ミ ン 病 発 症 機 構 理 解 の 一 助 に な る こ と が 期 待 さ れ る 。  
 
5.まとめ  
1) ラミン病発症に関する Ig-domain タンパク質の物理化学的研究   
TSA, SYPRO Orange 取 り 込 み ,  CD ス ペ ク ト ル 解 析 を 用 い て 、EDMD 変 異 Ａ
型 ラ ミ ン の 構 造 不 安 定 を 統 合 的 に 明 ら か に し た 。 ラ ミ ン 病 は 変 異 の 位 置 や 置
換 さ れ る ア ミ ノ 酸 の 種 類 に よ っ て 、 異 な る 表 現 系 の 疾 病 を 発 症 す る こ と が 知
ら れ て い る が 、 疾 病 の 種 類 に よ り タ ン パ ク 質 の 構 造 安 定 性 も 異 な っ て い る こ





全 長 Ａ 型 ラ ミ ン を 用 い た TSA、ラ ミ ン 重 合 体 の 粘 度 測 定 、パ ラ ク リ ス タ ル 形 成
実 験 を 通 じ 、Ig-domain の 変 異 は 全 長 ラ ミ ン 及 び そ の 重 合 体 に 影 響 を 及 ぼ す こ
と を 明 ら か に し た 。 ラ ミ ン は 重 合 し て ラ ミ ナ を 形 成 す る こ と が 重 要 な 機 構 で
あ る が 、 EDMD 変 異 体 は 生 理 条 件 下 に お い て 、 重 合 機 構 不 全 に 陥 る こ と を 示
し た 。  
 
3)Ａ型ラミンの DNA との相互作用の検証と構造学的考察  
C 末 端 欠 損 ラ ミ ン と 野 生 型 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン の EMSA の 比 較 に よ り Ig-domain
は 全 長 Ａ 型 ラ ミ ン 構 造 中 の DNA 結 合 責 任 領 域 で あ る こ と を 示 し た 。ま た 、Ig-
domain を 用 い た EMSA に よ り 、 FPLD 変 異 体 で は DNA 結 合 能 力 が 低 下 し て
い る こ と を 明 ら か に し た 。さ ら に 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 14 種 の ア ラ ニ ン 置 換 体 を 用
い た EMSA で は 、Ig-domain 内 で の DNA 結 合 領 域 が 分 子 の 片 側 の 突 出 部 分 に
集 中 し て い る こ と を 明 ら か に し 、 DNA 結 合 に 影 響 の 少 な い ア ミ ノ 酸 領 域 と は
正 反 対 の 位 置 関 係 に あ る こ と を 確 認 し た 。  
 
4) 核膜形成における Ig-domain の機能の検証  
ア フ リ カ ツ メ ガ エ ル 卵 抽 出 物 を 用 い た 核 再 構 成 実 験 に よ り 、EDMD 変 異 の Ig-
domain が 核 膜 と DNA の 相 互 作 用 に つ い て 機 能 不 全 と な っ て い る 可 能 性 を 示
し た 。 Ａ 型 ラ ミ ン  Ig-domain の 変 異 は Ig-domain の 構 造 破 壊 を 引 き 起 こ し 、
そ の 影 響 が 、全 長 ラ ミ ン 及 び 高 次 構 造 へ の 重 合 機 構 、核 膜 構 成 に ま で 及 ぶ こ と
を 示 し た 。  
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8.用語集  
1） ラ ミ ン ： ヒ ト で は LMNA,LMNB1,LMNB2 の ３ 種 の 遺 伝 子 を 持 つ 。 さ ら に
LMNA か ら は ス プ ラ イ シ ン グ の 違 い に よ り A 型 ラ ミ ン と C 型 ラ ミ ン が 作 ら れ
る 。 そ れ ぞ れ の タ ン パ ク 質 は タ イ プ ご と に 重 合 体 を 形 成 し 核 ラ ミ ナ を 構 成 す
る 。A 型 ラ ミ ン に よ る 核 ラ ミ ナ は 粘 性 に 、B 型 ラ ミ ン で は 弾 性 に 寄 与 す る と 考
え ら れ て い る 。  
2) ラ ミ ン 病 （ ラ ミ ノ パ チ ー ）： 主 に A 型 ラ ミ ン の 変 異 に よ り 発 症 す る 疾 病 の
総 称 で 、多 く は 希 少 疾 患 で あ る 。筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー や 早 老 症 な ど 様 々 な 発 現 型
を 示 す 。疾 病 変 異 の 数 は 増 加 傾 向 に あ る が 、分 子 挙 動 に つ い て は 不 明 な 点 が 多
い 。  
3)Ig-domain: 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン タ ン パ ク 質 の 構 造 の 一 種 で β シ ー
ト が 2 枚 向 か い 合 う よ う な 分 子 構 造 を と っ て い る 。 抗 体 分 子 （ 免 疫 グ ロ ブ リ
ン ）の Immunoglobulin domain（ Ig-domain）が 抗 原 の 認 識 と 結 合 を 司 る よ う
に 、Ig-domain を 持 つ タ ン パ ク 質 は そ れ を 介 し て 他 の 分 子 と の 接 着 や 認 識 を 行
っ て い る 。 Ａ 型 ラ ミ ン に お い て は C 末 端 に Ig-domain を 有 し 、 核 内 で 様 々 な
因 子 と の 相 互 作 用 を 担 う と 考 え ら れ る 。  
4) 熱 シ フ ト ア ッ セ イ ： タ ン パ ク 質 溶 液 を 昇 温 さ せ る と 立 体 構 造 の 安 定 化 に 寄
与 し て い る 様 々 な 因 子 が 弱 め ら れ 熱 変 性 が 引 き 起 こ さ れ る 。 そ の 際 分 子 内 部
の 疎 水 性 領 域 が 外 側 に 曝 さ れ 、蛍 光 色 素 と 相 互 作 用 し ，そ の 蛍 光 を 検 出 す る こ
と で タ ン パ ク 質 の 熱 変 性 中 点（ Tm）を 検 出 す る 手 法 。Tm は タ ン パ ク 質 の 熱 安
定 性 を 評 価 す る 1 つ の 指 標 と し て 広 く 用 い ら れ て い る 。  
